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<g) Erne Methods zur Synthese von Gemischen einfach aktivierter und nicht aktivierter Polyoxyalkylene zur 
Modifizierung von Protetnen 

@ Die Erfindung botrifft eine Methode zur Herstellung von 
hochrefnen, spezifisch elnseitig aktlvierten/funktfonali- 
sierten Polyoxyalkylenen, die vorwiegend zur Kopplung 
an Proteine und anderen biologisch aktive Molekule ein- 
gesetzt werden. Die Methode ist geeignet Gemische von 
einfach aktlvierten Polyoxyalkylene mit nicht reaktiven 
Polyoxyalkylenen zur VerfOgung zu stellen, die eine Ver- 
netzung der Proteine durch mehrfach aktfvierte Polyoxy- 
alkylenmolekule ausschlfeSt und damit vielfaltige Kom- 
plikatfonen bei der Modifizierung biologisch aktiver Moie- 
kQle und Proteine vermeidet 
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Beschreibung 
Hintergrund dcr Erfindung 

5 [0001] Biologisch aktive Molekiile, vor allem ProteinB und Enzyme steuern und regulieren vielfaltige Lebens- und 
Stoffwechselvorgange in lebenden Organismen. Fur viele raedizinischc Indikationen und Anwendungen wuxdco daher 
chcmisch odcr biocbemisch hergestellte Proteine entwickeit, die ein auficigewohnlichcs Wirkungsspcklrum entfaltcn. 
Als nachteitig bei diesen auf reinen Proteinen basierenden Therapien habeo sich magliche antigene Wirkungen der ver- 
abirachten Proteine erwiesen. Dariiber hinaus konnco diese auf Proteinen basierenden Medikamente ira allgemeinen 

10 nicht oral sondern nur per Injektion verabreicht werden. Aucb werden sie relativ schnell liber die Niere ausgeschieden, 
das beiBt sie haben im Organismus nur eine sehr begrenzte HalbwcrtszeiL Eine Vielzahl von Arbeiten haben sich mit der 
Kopplung verschiedenster synthetischer wasserloslicher Polymere an solche biologisch aktiven Molekiile beschaftigt, 
mit dem Ziel mtigliche antigene Wirkungen zu verhindern, sowie die Halbweitszeit im Organismus zu erhohen. (Del- 
gado C. Francis, G. E. Fisher, D. Grit Rev. Ther. Drug Carrier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 

15 sicb dabei Polyoxyalkylene insbesondere Polyoxyethylene gemaB der S trukturformel 1 erwiesen. (Reza Mehvar, J. Phar- 
maceut Sci, 3 (1) 125, 2000). 



S trukturformel 1 

20 ROCHzCH^OCHzCH^OH (=RaPOE-OH) 

mit R = H: alpha-omega-Dmydroxyrx>lyoxyethylen 

mit R = Aryl odcr Alkyl alpha-bydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxy- 
ethylen 
25 undn = 5bis2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine Vielzahl von Vorteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
lich. Sie zeigen praktisch keine antigene Wirkung. Sie werden enzymatisch nicht abgebaut, sind jedoch bakteriell abbau- 
ban Sie weisen in wassriger Losung bedingt durcb ihre Xoordinationsphare mit Wassermolekiiien ein extrem groBes hy- 
drodynamiscbes Volumen auf. Oblicherweise werden zur Modifizierung von Proteinen die Polyoxyethylene chemisch an 

30 freie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des Proteinmolekiils gekoppelt Die meisten Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
saure Lysin (Veronese, F. M, Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Oiemistry, Biotechnical and 
Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine definierte An- 
zahl Polyoxyetbylenketten an ein Proteinmotekul zu binden, ohne diebiologische Akti vital wesentlicb zu verandern, je- 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhohen und die antigene Wirkung zu vermindern. Vielfaltige Unter- 
suchungen haben gezcigt, dass die gewOnschten Wirkungen wie z. B. Erh5hung der Halbwertszeit des Proteins im K6r- 
per mit zunehmender Molmasse der Polyoxyalkylene verbessert werden konnten. Fur die Xopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydroxygruppen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppen chemisch so umge- 
setzt, dass reaktive Gruppen entsteben, die in einfacher Weise mit den freien Amino-, Hydroxy-, Thiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven Molektlls reagieren. Es wurde eine Vielzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt um Po- 
lyoxyetbylene/POlyoxyalkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu binden, (Zalipsky, S„ Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. R, Farrar C. E., Deprincc, R. B. US 5,985,265). Beispiele fiir Reaktioneo die zur 
Aktivierung von Polyoxyethylenen fuhren sind, einschlieBlich der resultierenden aktivierten Polyoxyethylenderivate in 

45 den folgenden Reaktionsgleichungen 1-4 wiedergegeben. 

Reaktionsgleichung 1 
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OCHT^OH ™ "yi II 

RO-POE-OH ~ RO-POE /0 "CHr^O-N 




Reaktionsgleichung 2 



RO-POE-OH ■ - 



RO-POE-O^N^CI 
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Reaktionsgleichung 3 

RO-POE-OH RO-POE-o"%'"V 1 

Reaktionsgleichung 4 10 

RO-POE-OH ^ RO-POE-O— (CH 2 ) K — ^ 

* H is 

[0003] ImFall von alpha-ornega-Dmydroxypolyoxyethylenen entstehen bei der Aktivierung alpha-omega* diaktivieite 
Polyoxyethylene, 

[0004] Im Fall von alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyemylencn bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxyethy- 
lenen entstehen bei der Aktivierung einfach alpha-aktivierte-omega-Alkoxypolyoxyethylene bzw. einfach alpha- akti- 20 
vierte-omega-Aryloxypoiyoxyethylene. Fiir die Kopplung an Proteine und biologisch aktive Molekiile werden im allge- 
meinen alpha-hydroxy-oinega-alkoxy-Polyoxyethylene zu monoaktivierten Polyoxyethylenen umgesetzt, da di-akti- 
vierte Polyoxyethylene mehrere Proteine vemetzen konnen. Die Vernetzung von Proteinen durch zweifach aktivierte Po- 
lyoxyalkylene hat die auf der nachsten Seite beschriebenen, nachteiligen Effekte wie z. B. erbohte antigene Aktivitat der 
Proteine oder zusatzlicbe, aufwendige Reinigung der trxxHfizierten Proteine zur Folge. 25 
[0005] Die Synthese der Poiyoxyalkylenen selbst erfolgt durch anionische, alkaliscbe Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend von einem Imtiatormolekul* das noch mindestens ein aktives, acides Wasserstoffatom enthalt. Das Initia- 
tormolekul wild mit einer Base, im allgemeinen Alkali-, Erdalkalimet alien, Alkahmetallalkoholaten, Alkahmetallhydri- 
den oder Alkah'metalklkylen in ein Initiatoranion (Alkoholat-, Amid- oder im einfachsien Fall ein Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisation des Alkylenoxid einleitet (Reaktionsgleichung 5a, 5b) (Lit,: UUmann's Encyclopedia of 30 
Industrial Chemistry 5. Ed. Vol A21, S. 583). Durch Verwendung von Glycidol als Comonomer kSnnen nach dera glei- 
chen Rcaktionsschema verzweigte Poiyoxyalkylene (Reaktionsgleichung 6a, 6b) hergestellt werden. 



35 



Reaktionsgleichung 5 
Synthese von linearen Poiyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B- — — ► R 2 X" + BH 

1. Polymerisation 40 

b) R X" + nCHr-CHR 1 — ► R^CHzCHR'COCHzCHRViOH 

\ / 2H+ 
O 



Reaktionsgleichung 6 
Synthese von verzweigten Poiyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B- ► R 2 X - + BH 



50 



. , ^ , < 1 - Polymerisation 

b) R 2 X" + nCH2-CHR 1 + CH;>-CHCH 2 0H ► 

\/ \/ 2.H* 55 

O O 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0)pCH 2 CH (OCHzCHR'^OH 
CH 2 (0CH 2 CHR 1 ) m 0H 

mit R 2 = Alkyl, Aryl, H oder C n H 2a XH, X = O oderNR 3 und n = 5 bis 2000 R 1 = Alkyl oder H und R 3 = Alkyl, Aryl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fQr die gilt dass m + p kleiner als n ist. 

65 
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CHr-CHR 1 
\ / 



wird im weiteren als Alkylenoxid bezeichnet 

CH2-CHCH2OH 
\ / 

10 o 

wind im weiteren als Glycidol bezeichnet 

R 2 XH wird im weiteren als Imtiatormolekul fur die anionische Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet. 
R^ - wind im weiteren als Initiatoranion bezeichnet 

15 [0006] Im Falle von R 2 = Alkyl oder Aryl und X = O entsteben alpba-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylen bzw, al- 
pha-hyatoxy-omega-Aryloxypolyoxyalkylene. Ira Falle von R 2 = H oder R 2 = Alkenyl-OH entsteben alpha-omega-Di- 
hydroxypolyoxyalkylene Bedingt duich die gangige Synthese der alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene gemaB 
Reaktionsgleichung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktion des Alkylenoxids rait Spuien von im Alkylenoxid oder In- 
itiatormolektH enthaltenen Wassers und bedingt durch KcttenObertragungsreaktionen immer einen raehr oder weniger 

20 groBen Anteil an alpha-omega-dihydioxy-Polyoxyethylenen (Leonard, M, Dellacherie, E. Makromol. Cbem. 189, 
1 809-1 817(1 988)). Dieser Anteil an alphaK)mega-<fihydroxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmender Molmasse der 
alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene ebenfalls zu. Die alpha-oraega-dihydroxy-Polyoxyethylene reagieren 
bei der Aktivienmgsreaktion wie oben beschrieben zu alpha-omega-di-aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
lungsreaktion mehrere Proteine vernetzen. Diese vernetzten Proteinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringerte 

25 biologische Aktivitat und verursachen bei der Application antigene Reaktionen im Grganismus (Zalipsky, S Lee, C. in 
Poly(ethyiene glycol) Qiemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, 0. B., Gabriel, N. R, Farrar C. E., Deprince, R. B. US 5,985,265). Aus diesem Grunde erfoidert die 
Gegenwart der alpfaa-omega-aihydroxy-Polyoxyethylen- bzw. der alpha-omega^aktivierten Polyoxyethyien-Verunrei- 
nigungen aufwendige und teuereNachreinigungen der Polyoxyethylen-modifizierten Proteine. Zudem geht ein nicht un- 

30 weseotlicher Tbil des teuren Ausgangspioteins durch die \fernetzungsreaktion verloren. 

[0007] Im Gegensatz dazu stolen alpha-omega- dialkoxy-Polyoxy alkylene die Proteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung nicht, da sie in Folge der voUstgndigeo Veretherung der Endgruppen nicht weiter akti viert werden konnen und nicht 
an Proteine koppeln konnen. 

[0008] Die vorliegender Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand somit darin Gemische aus spezifisch alpha-hy- 
35 droxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene mit alpha-omega-dalkoxy-Polyoxyalkylenen, die keine oder nur minimale \fer- 
unreinigungen an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen enthalten so wie eine Methode zu deren Herstellung zu ent- 
wickeln. Diese Gemische mtissen leicht in spezifisch einfach aktivierte Polyoxyalkylene und alph a-ome ga-di alkoxy-Po- 
lyoxyalkylene iiberfiihrbar sein und diirfen keine oder nur minimale Anteile mehrfach aktivierter \ferunreinigungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegeoden Erfindung kann auch durch direkte Herstellung von Gemischen, die aus spezifisch 
40 einseitig aktivierten Polyoxyalkylenspezies (alpha-aktivierte^mcga-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha-aktivierte- 
omega-hydroxy-Polyoxyalkytene) mit nicht aktivierten alpha-omega-dialkoxy- oder nicht aktivierten alpha-omega- di- 
hydroxy-Polyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur minimale Anteile alpha-omega-mehrfach aktivierte Myoxyal- 
kylen-Verunreimgungen enthalten, errcicht werden. 

[0009] Oberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Schritten zusam- 
45 mengesetzten Prozess gel5st werden, ausgehend von einem Imtiatormolekul fur die anionische, alkalische Polytnerisa- 
tion von Alkylenoxiden, das folgende \foraussetzungen erfUllt: 

Das Imtiatormolekul muss inindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe aufweisen 
und gleichzeitig eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch R 4 ), die unter alkalischen Bedingungen stabil geschiitzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (H), wird im 1. 

50 Reaktionsschritt mit einer Base wie zum Beispiel Alkali- oder Erdalkalimetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetall- 
hydriden oder Alkalimetallalkylen zum entsprechende Initiatoranion umgesetzt, das die anionischen Polymerisation von 
Alkylenoxid einieitet. Die Schutzgruppe R 4 schfltzt die aktivierte oder aktivierbare Gruppe A unter den Bedingungen der 
Alkylenoxidpolymerisation, Die Schutzgruppe R 4 des Initatormolckuls muss nach der Polymerisation leicht entfernbar 
sein. Die geschOtzte aktivierte oder aktivierbare Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspaltung der Schutz- 

55 gruppe direkt mit einem Rrctein regieren kann oder durch chemische Umsetzung wie z. B. Veresterung, Amidierung 
leicht in eine aktivierte Gruppe umgewandeit werden kann. 

[0010] In einem bevorzugten Fall der Erfindung ist die aktivierbare Gruppe eine Hydroxygmppe. Das Imtiatormolekul 
wird durch die allgemeine Formel R^A^CR^pCH), (nrit e = 1 bis 12, R* die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
geschfltzte aktivierbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRrGruppe, R 10 eine beliebige lineare oder ver- 

60 zweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1) wiedergegeben. 
Im Falle von Verbindungen mit zwei und mehreren XH-Endgruppen (e grofier oder gleich 2) entsteben verzweigte Poly- 
oxyalkylene. Einen Sonderfall der Erfindung ist gegeben wenn die Sauerstoff- oder Stickstoffgruppe, die das acide H 
Atom aufweist gleichzeitig die geschOtzte aktivierbare Gruppe darstellt In diesem Fall, wie beispielsweise bei t-Butanol, 
Benzylalkobol, Di- oder Triphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. 

65 [00U] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgruppen von Polyoxyalkylenen verstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe hergestellt werden kSnnen und die befahigt sind das Polyoxyalkylen chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylatgruppe Bines Proteins oder Biomolekiils zu koppeln. Insbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe, eine 
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prim. Aminoendgruppe, eine Succinimidylcarbonat-, Nitrophenylcaibonat-, Imidazolylcarbonal- und andere Carbonate- 
stcrcndgmppen, eine S^ciniraidylsuccinatendgruppc, cine Succinimidylcarbonylendgmppe, eine Tbsylat- odcx TYesyla- 
teodgruppe, eine Glyoxalendgruppe, eine Imidoesterendgmppe, eine Dichlor-triazinendgruppe, eine Isocyanatgruppe, 
eine Maleiirimidgruppe, eine 2,2,2-liifluorethansulfoDs^uregruppe. Einen erfindungsgetnaB bevorzugten Sooderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogruppen dar, da sie geschtitzt als Acetai eine geschiitzte akti vierte Endgruppe darstellen. 5 
[0012] Der zusammengesetztc Prozcss ausgehend von dem erfindungsgemaBen Initiatormolckfll besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reakiionsgleichungen werden am Beispiel eines Initaitormolekiils mit einer XH-Gruppe darge- 
stellt (e = 1), bei mehreren freien XH-Gruppen, entsteht in Reactions schritt 1 analog ein Initiatoipoly anion, das in Schritt 
2 zu einem veizeagten einfach alpha-ge^chiitzten-omega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen mit e Hydroxyendgruppen rea- 
giert In Schritt 3 wild dieses zu einem verzweigten einfach alpha-geschatzten-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkyien urn- 10 
gesetzt aus dem in Schritt 4 schlieBlich ein in alpha-Stellung einfach aktivierbares oder einfach aktiviertes poly-omega- 
alkoxy-Polyoxyalkylen resultieit.) 



1. Schritt 

Oberffihrung des beschriebenen Initiatonnolekias in das entsprechende Initiatoranion 
Reaktionsgleichung 7 

Base 

R 4 -(A)-(R 10 )XH ► R 4 -(AHR 10 )X- (fure=1) 

K-Bass 



Reaktionsgleichung 8 

fure= 1 

R 4 -(A)-(R 10 )X- +nCHr-CHR 1 ^ 



\ / R 4 -(A)-(R 10 )XCH 2 CHR 1 OCH 2 CHR 1 VtO" 
O 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
R^AHR^XCHzCHR^OCHzCHR^^OH 



bzw. fur e> 1 



15 



20 



25 



bzw. 

Base 

R 4 -(AHR 10 )j(XH) e ► R 4 -{A)-(R 10 )j(X-) e (fure>1) 

H-8ase 

mit H = acides Wasserstoff atom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil 1st, A = aktivierte oder ak- 30 
tivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Ci bis Cu-Alkyl und a = 1 bis 7 und R 10 eine beliebige lineare 
oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C- Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e = 1 bis 12, j = 0 
oder 1). 

2. Schritt 35 

[0013] Anionische Polymerisation des Alky lenoxids an der Alkoholat- bzw. Amid-Gruppe des Initiatormolektils zu ei- 
nem alr^a-geschu^zteoroniega-hydroxy-Polyoxyalkylen (Reaktionsgbichung 8). Durch Copolymerisation eines Alky- 
lenoxids mit Glycidol (3-Hydroxypropenoxid) (Reaktionsgleichung 9) konnen an dieser Stelle auch zusatzlich \ferzwei- 
gungen geschaffen werden und damit auch hier alpha-geschatzte-polyomega-hydroxy-Polyoxyalkylene hcrgestellt wer- 40 
den, die aufgrund der Verzweigung weit groBere Molmassen wie lineare alpha-geschfltztB-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lene aufweisen konnen. 



45 



50 



55 



1 .Polymerisation 

2. Neutralisation (-H-T) 

R 4 -(AMR 10 )j(X "% + nCHr^HR 1 — ► " 

\ / 

O R^AMR^XfCHzCHR'O) (rvD/e(CH 2 CHR 1 OH))e 



65 
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Reaktionsgleicbung 9 

R 4 h(A)-(R 10 )X- + nCHr-CHR 1 + CH2-CHCH2OH imess^M — ► 

\ / \ / 2. +H + 

O 0 
R 4 -(A)-(R 10 )X.(CH 2 CHR 1 O)pCH 2 CH(OCH 2 CHR 1 W P OH 

CH2(OCH 2 CHR 1 )n,OH 

[0014] NGt den obeo genanntcn Bedeutungen von n f A, R 4 , R l f R 10 , X und ra, p ganzc Zahlen zwischen 0 und 2000 wo- 
bei gilt m + p<n. 

3. Schritt 

[0015] Verctherung der im Schritt 2 gemaB Reaktionsgleicbung 8 entstandenen treien - O^CHR^H-omega-End- 
gmppe bzw. der entsprechenden freien omega-Alkoholatfunktion des alpha-geschiitzlen-oniega-hydroxy-Polyoxyalky- 
len bzw. der gemaB Reaktioosgleichung 9 entstanden freien omega-hydroxy-Endgruppen mit einem Alkylierungsiea- 
gens R*Y wie beispieJsweise einem Alkylhalogenid oder einem Dialkylsulfat Dabei entstehen gem&B Reaktionsglei- 
chung lOausden alpha-geschUtzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen alpha-geschfltzte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene. 
Aus den alpha-gBScbutztenK>mega-poly-hydroxy-Polyoxyalkylene entstehen dabei alpha-geschutzte-omega-poly-al- 
koxy-Polyoxyalkylene. In jedem Fall werden bed dies em Reaktionschiitt alpha-omega-Dihydroxy-Pblyoxyalkylene und 
aipha-omega-polyhydioxy-Polyoxyalkylcne, die im Schritt 2 als unerwunschte Nebenpiodukte anf alien zu nicht reakti- 
ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-rx>lyalkoxy-Polyoxyabtylene. 

Reaktionsgleichung 10 

1. +Base 

2. ♦rV /-r 

R^AHR^jXCHzCHRVOCHzCHR^^Orr : 

R^AJ^R^pcCHzCHR^OCH^HR^^OR 5 (fOr e=1) 

bzw. 

1. +Base 

2. ♦ e R*Y / -er 

R 4 ^A)-(R 10 )j(X(CH 2 CHR 1 O) <n-iy e (CH 2 CHR 1 OH)) e ► 

R 4 -(A)-(R 10 )i{X(CH 2 CHR 1 O) (n-i^CHzCHR'OHMe (fUr e>1) 

mit R 3 = Ci bis CirAlkyl und Y = Halogen oder SO4-R 5 , n, e, j, A, R 4 , X, R 1 , R 10 haben die Bedeutungen wie obea 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) zur direkten Freisetzung der akti vierten Gruppe (A) oder zur Freisetzung der 
aktivierbaren Gruppe A und nachfolgenden Akuvierung der fireigesetzten aktivierb aren Gruppe (A). Entsteht nach der 
Entfernung der Schutzgruppe direkt ein Gemisch aus alpha- aktivierten-oraega- alkoxy-Polyoxy alky ienen und alpha- 
omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. 1st (A) nur eine aktivierbare 
Gruppe wie zum Beispiel eine Hydroxy gruppe, muB das Gemisch aus alr^a-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen 
und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen an der freien Hydroxy gruppe welter zu einer aktiven, zu einer Re akti on 
mit einem Protein befamgten Gruppe umgesetzt weiden. 

[0017] Einen Sonderfall der Erfindung stellr insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R 4 aus einem Gemisch 
von geschiitzten alpha-akdvierten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylenen und alpha-oniega-oShydroxy-Polyoxyalkylenen 
unter Auslassung des Schritts 3 dar. In diesem Fall, der nur moglich ist wenn die Abspaltung direkt zu einem alpha-ak- 
tivierten-Polyoxyalkylen fflhrt, kann dieses Gemisch direkt zur Koppiung an Proteine eingesetzt werden ohne Afernetzun- 
gen der Proteine zu verursachen. Eine weiter Aktivierung dieser spezifiscben Gemische aus alpha-akti vierten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega- dmydroxy-Polyoxyalkyleoen ist nicht mdglich, da sie unweigerlich zu zwei- 
fach akti vierten Polyoxyalkylenen fiihren wurde. 

[0018] Bevorzugt wind fur den beschriebenen Prozess die Verwendung von Ethylenoxid zur Herstellung von Gemi- 
schen linearer einfach alpha- aktivierter-omega- alkoxy-PoIyoxyeihylene bzw. alpha-aktivierbarer-omega-alkoxy-Poly- 
oxyethylene mit nicht reakti ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen und die Verwendung eines Monomergemischs 
von Ethylenoxid mit 0,1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol zur Herstellung von Gemischen verzweigter ein- 
fach alpha-akn\ierter-rx)lyomega-hydroxy-Polyoxyethylene oder einfach alpha- aku'yi erter-poly -omega- alkoxy-Poly- 
oxyethylene mit nicht reaktiven alpha-omega-polyalkyl-Polyoxyethylenen. ErfindungsgemSBe Schutzgruppen R 4 sind 
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leicht entfembare Schutzgruppen fiir Hydroxygruppen, Amino- oder Al dehydgruppen, die unter alkalischen Bed Log un- 
gcn stabil sind DemgemaB sind bevoizugte InitialormolekOle einfach gcschQtzte Di- und Polyhydroxyverbindungen 
(einfach geschiitzte Glykole, einfach geschUtztes Pentaerythroi, Glycerin, TKmetbylolpiopan oder einfach geschiitzte 
Zuckeralkohole) Initiatormolekule gemMfi der voriiegenden Erflndung sind demgemafi \ferbindungen der Strukturfortnel 
2, 3, 4 und 5, bei denen die R 4 -SauBrstofifbindung, nach der Umsetzung rrrit Alkylenoxid in Schritl 2 und der Alkylierung 
in Schritt 3 unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gcspalten werden. 
[0019] ErnndungsgeinaBe Alkohole sind in den Strukturformel 2, 3, 4, 5 und 6 wiedeigegeben. 

Strukturformel 2 

R^-aCCHzCH^dH 

Slrukturfoimel 3 

R 4 -0-CH2-C(CH 2 OH)3 

Stmkairformel 4 

R^CHz-C^CCHzOH^ 

Strukturformel 5 

R^OCHHCHOHX-CHjOH 

Strukturformel 6 

HOCHHCHOH)rCH-(CHOH)fl(CH 2 OH) 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, tert-Butyl, TYiphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyi TYicnethoxybenzyl, Di-methoxy- 
benzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyi, t-Butoxymethyl 2-Methoxyet- 35 
hoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1 -Methyl- 1 -methoxyethyl, 1-Memyl-l-benzyloxymethyl, r>Methoxybenzyl, Trialkylsilyl 
und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R 11 = Ci-Ce-Alkyl. 

[0020] Besonders bevoizugte Initiatormolekule (^-(AHR^jCXH)^ sind dariiber hinaus alpha-hydroxy-omega- Alde- 
hyde bzw. Ketone oder alpha-amino-omega-Aldehyde bzw. Ketone sowie Di- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone, 
deren jeweilige Aldehyd- oder Ketogruppe dutch ein Acetal oder ein Thioacetal geschUtzt sind (FT = Acetal- oder Thioa- 
cetalgruppe (A) = R 6 -COR 7 -) (siehe Strukturformel 7, 8). 
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Strukturformel 7 

\ 

R 6 -C-R 7 -(XH) B 

/ 

R"Z 50 



Strukturformel 8 

(R 9 ) R 6 -C-R r -(XH) e 

60 

R 8 = Ci bis CirAlkyl 

R 6 = H oder Q bis Cig-Alkyl 

R 7 = erne beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebun- 
den sind, X = O oder NR 3 mit R 3 = H, Aryl oder C x bis C^-Alkyl 65 
Z=OoderS 

R 9 = Ci bis Or Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

[0021] Das heiBt in der Formel fur das erfindungsgemaBe InitiatormolekOle (RVAXR^jPCHJJ ist R 4 gleich zwei R 8 
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Gruppen bzw. eine -(CH^-Grupps und die geschiitzte aktivierte Giuppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH) r R 7 - odcr Thioaldchydhydrat R 6 -C(SH>2-R 7 -, die als solche natiirlich nicht existieren sondern in die korrespon- 
dierenden Aldehyde oder Ketone umlagem und nur in der Form der jeweiligen Aceiale bzw. Kctale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erfindung sind audi die gemaB dem oben beschriebenen \ferfahren (Schritt 1 bis 4) hergesteil- 
tenGemische aiis einfach aktivierte n Poly oxy alky lenen und nicht aktivierten unreaktiven alpha- omega-dihydroxy-Poly- 
oxyalkylenen beziehungsweise Gemische von alpha-aktivierten-ornega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und unrcaktiven al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die einfach in die genannlen Gemische, die nur mono- aktivierte Polyoxyalky- 
lene enthalten uberfuhrt weiden konnen. Die mittlere molare Mas sen der erfindungsgemaBen Gemische liegt zwischen 
1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw. einfach aktivierbare alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30Gew.-9fc, be- 
vorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omega-malkoxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw. diakti- 
vierbaren Verunreimgungen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0024] ^ Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung als akti vie- 
rende Gruppe eine Aldehyd- oder Ketogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrere Hydroxygruppen ent- 
halten mit alphaK>niega-m^ydroxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxy-omega- Aldehyd bzw. Keton oder alpha-arnino-omega-Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und Poly-hydroxy-Al- 
dehyden oder Poly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketofunktion mit einer Acetal- oder Thioace- 
talgruppe geschUtzt sind, als Initiatormolekul (Strukturformel 7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Gemisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomere hergestellt 
werden kdnnen. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.~% unreaktive al- 
pha-ornega-dihydroxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw. diakuvierbaren Verunreimgungen ist kleiner 
1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung 
als aktivierende Gruppe eine Aldehydgruppe enthalten und in omega-Stellung eine oder im Falle von \ferzweigungen 
mehrere Alkoxygruppe(n) enthalten mit nicht reakti ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. im Falle von Ver- 
zweigungen alpha-oniega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktion mit einer Acetal- oder Thioacetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder alpha-amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als Initiatormolekul und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 
0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomer hergestellt werden konnen. Die Polyoxyalkylengemische enthalten im allgemei- 
nen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoaldehyd- bzw. monoketofunktionelle Myoxyalkylene und 
04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Sie sind dadurch 
gckennzeichnet, dass sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-polyalkan aloxyl-Polyoxyethylene enthalten, 

[0026] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen mit nicht 
reaktiven alpha-omega-dialkoxy- oder alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemSB der Abfolge von Schritt 
1,2, 3,4 aus einem, an der Aldehydfunktion mit einer Acetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder al- 
pha- araino-omega-Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als Initiatormolekul und Ethy- 
lenoxid bzw. einem Emylerx>xidVGlycidol-Gemisch als Monomer, mit abschliefiender Oxidation der in Schritt 4 freige- 
setzten Aldehydgruppe zur Carbonsaure hergestellt werden konnen. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% alpha-omega-dicarboxy-Polyoxyethytene enthalten. Die mittlere 
molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
3000 und 75000 g/moL Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% mo- 
nocarboxy-aktivierte Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% nicht reaktive alpha-omega- 
dialkoxy-Polyoxyalkylene, 

[0028] Die Gemische kflnnen in bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppe mit N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von Dicyclonexylcarbodiimid weiter zu Gemischen aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene enthal- 
ten. 

[0029] Gegenstand der Erimdung sind weiter Gemische aus 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% alpba- 
hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylene mit 04 bis 30Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-d^alkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1 , 2, 3, 4 aus den einfach geschiitzten Di- und Po- 
lyhydroxyverbindungen (Strukturformel 2, 3, 4, 5) als Initiatormolekul und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit geringen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergestellt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spaltung der ursprOnglichen R 4 -Sauerstoff-Bindung. Die Gemische sind in 
alien Fallen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha-omega-di- 
hydroxy-Polyoxyemylene bzw. alpha-ornega-rxjl^ 

[0030] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. Die Gemische kfinnen in bekannter Weise zu Gemischen aus alpha- aktivier- 
ten-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. zu Gemischen aus alpha-akti- 
vierten-poly-ornega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen umgesetzt werden, die 
die genannten niedrigen Konzentrationen an di-aktivierten oderpoly-aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die voriie- 
gende Erfindung bezieht sich darOber hinaus auf die Verwendung der genannten erfijidungsgcmaBen Gemische von spe- 
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zifisch einfach alpha- akuvierten-Polyoxyalkylenen mit nicht reaktiven Polyoxyalkylenen, die gemaB Schritt 1 bis 4 und 
gegebenenfalls nachfolgender Aktivierungsicaktion zuganglich sind, fur die Rcaklion mit Proteinen und anderen biolo- 
gisch aktiven Molekiilen. 

[0031] Insbesondere bezieht sich die vorliegende Erfbidung auf die \ferwendung der genannten erfindungsgemaBen 
Gemiscbe aus alpha-alkanaloxy-omega-hydroxy-PolyoxyethylBnen und alpha-omega-dihydroxy-Poiyoxyethylenen so- 5 
wic auf die Verwcndung der ^ha-alkanaloxy-omega-alkoxy-Polyoxyetbylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
ethylenen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Genii sche keine Oder nur minimale alpha-omega-dialkanaloxy-Po- 
lyoxyethylene enthalten, fur die Reaktion mit Proteinen und anderen biologiscbe aktiven Molekiilen. 
[0032] Die Erfindung wir nun anhand von einigen Beispielen naher verdeutb'cht 

10 

Beispiel 1 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-(propai>- 1 - al-3-oxy)- omega-butoxy-Polyoxyethylens (molare Masse 4950 g/mol) 
mit alpha-omega-di-butoxypolyoxyethylen (molare Masse 9500 g/mol) 

15 

[0033] Zu einer Losung von 1 ,48 g 3, 3-Diethoxy- 1-propanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raumtempera- 
tur weiden unter Stickstoff 2,1 gDiphenylmetoylkaliumgelostin lOrj^THFgegebenbism'eFa^ungverschwindet An- 
schlieBend werden 55 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion 
des Ethylenoxids werden 0,2 g NaOH zugegeben und anschlieBend 1-Chlorbutan im tJberschuss zugegeben (4 g) und 
bei 40°C fur 24 Stunden geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polymerge- 20 
misch aus alpha-(l,l-Diemoxy-3-oxy-riropa^^ und alpha-omega-Dibutoxypolyoxy- 

ethylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser ge!6st mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wassergemisch unter Vakuum abdestilliert, die Losung mit Na- 
tronlauge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und filtriert Wassrige Gelchromatographie 
des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine 'Verteilung mit einem Hauptpeak bei einer 25 
mittleren molaren Masse von 4950 g/mol iiberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels L H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butyl- zu Aldehydendgruppen von 1,15 zu 1 was einem molaren Ge- 
mischverhalmis von alpha-(propan-l-al-3-oxy)-omega-butoxy-Polyoxyethyien (mittlere molare Masse 4950 g/mol) zu 
alpha-omega-di-butoxy-Polyoxyethyien (mittlere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entspricht Hydroxyendgrup- 
pen sind nicht nachweisbar. Das resultierende Polymergemisch kann iiber die treie Aldehydgruppe direkt an treie pri- 30 
mare Aininogruppen (Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwunschte Vernetzung der Proteine zu 
vcrursachen. 

Beispiel 2 

35 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-keto-omega-benzyloxyethyiens mit alpha-omega-m-Benzyloxypolyoxyethylenen 

(molare Masse 19000 g/mol) 

[0034] Zu einer Losung von 0,27 g 1 , l-Dimethoxy-cyclohexan-2-ol in 2 ml THF in einem Druckreaktor bei Raumtem- 
peratur werden unter Stickstoff 0,42 g Diphenylmethylkalium in 2 ml THF gegeben bis die Farming verschwindet An- 40 
schlieBend werden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bed Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion 
des Ethylenoxids wird mit 0,2 g NaOH erneut alkali sen gestellt und Benzylchlorid im Oberschuss zugegeben (3 g) und 
bei 40°C fur 24 Stunden gerflhrt. Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polymerge- 
misch aus alpha-(l,l-Dimethoxy-2^xy-<^ und alpha-omega-Dibenzy- 
loxy-Polyoxyetfaylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 45 
90°C erhitzt AnschlieBend wird das entstandene Methanol als Methanol-Wassergeraisch unter Vakuum abdestilliert die 
Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und filtriert. Wassrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleren molaren Masse von 19000 g/mol fiberlageit von geringen Anteilen hohermolekularer Pro- 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Verh altnis von Benzyl zu Xetoendgruppen von 1,4 zu 1 , 50. 
was unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen von 19000 g/mol, einem molaren Gemisch verhaltnis von al- 
pha-(l-Keto-2-oxy^clctoxan)<)mega-benzyloxy-Polyoxyethylenenes zu alpha-omega-di-benzyloxypolyoxyethylen 
von 84,4 zu 16,6 entspricht Hydroxyendgruppen sind nicht nachweisbat 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann iiber die fide Ketograppe direkt an frede pximare Aminogruppen (Ly- 
sinreste) von Proteinen gekoppelt werden ohne die unerwOnschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 55 

Beispiel 3 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-hyotoxy-omega-memoxy-Polyoxyalkylens mit alpha-omega-di-metboxy-Poly- 

oxyethylenen (molare Masse 10000 g/mol) 60 

[0036] Zu einer Losung von 0,272 g 2-Tbtrahydopyranyl-oxy-ethanol in 5 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur weiden unter Stickstoff 47 mg Natrium in 5 ml THF gegebea Nach der Reaktion des Natriums zum Alkoho- 
lat werden 25 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt. Nach der Abreaktion des Ethy- 
lenoxids wird Methylchlorid im uberschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden geruhrt Das Reak- 65 
tionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polyrneigemisch aus alph^(2-oxy-Tbtrahydropyranyl)- 
omega-niethoxy-Polyoxyethylenen und alphaK>mega-IXmethoxypolyoxyethylen abfiltriert. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels l H-NMR ergibt ein VerhSlmis von Tetrahydropyranyl zu Methylendgruppen von 1 zu 1,15 was, unter der 



9 



DE 101 26 158 A 1 



Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, mnetn molaren GemischverhMltnis von alpha- (2-oxy-Tfetrahydropyranyl- )- 
omega-mctboxy-PblyoxyethylaKD zu alpha-omega-di-iiicthoxypolyoxyethylen von 93 zu 7 entspricht. Entscfaeidend 
ist, dass nach diesem Reakti on sschri tt keine Hydroxyendgruppen nachweisbar sind. Das Polymer wird zur Abspaltung 
der 3,4«Dihydro-2H-pyrangruppe in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesaueit und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wild das entstandene 3,4-Dihydro-2H-pyran unter Vakuum abdestiUiert, die Losung mit Natronlauge neu- 
tralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und fillrieit. In diesem Reaktionschriu entstehen ein Ge- 
misch aus alpha-hydjoxy-omegarmethoxy-Polyoxyethylen und alpha^mega-diraethoxy-Polyoxyethylen. Wassrige Gel- 
chromalographie des resuln'erenden Poly mergemischs mit Polyoxyemylenstandards zeigt eine \feiteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleien molaren Masse von 10200 g/rnol. Das iesultiereode Polymergemisch wird anschliefiend 
durch Umsetzung nrit 4-Nitropheoylchlctformiat in ein Gemisch aus alpha-(4-Nitrophenylforauat)-aktivierten-omega- 
methoxy-Polyoxyethylen und Dimethoxypolyoxyetbylen umgesetzt, das zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden 
kann. Da vor der Aktivierung mit Nitrophenylchlorforrmat keine alpha-omega-di-hydroxy-Polyoxyethylene vorbanden 
waren, entstehen kedne alpha-omega-diaktivierten-Poly oxyetbylene und die Kopplung an Proteine veri2uft ohne die un- 
erwunschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 

Beispiel 4 

Herstellung eines Gemiscbs aus einem verzweigten alpha^3-methyl-3-oxy-butarj-l-al)-omega-polybutyloxy-Polyoxy- 
ethylen mit verzweigten alpha-omega-polybulyloxy-Polyoxyethylenen 

[0037] Zu einer Losung von 03 g 4 7 4-Dimethoxy-2-metbyl-2-bulanol in 10 ml THF in einem Dmckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenylmetbylkalium in 5 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet 
[0038] AnschlieBend werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0, 1 6 g Glycidol zugegeben und bei Raumtempe- 
ratur fur 48 Stunden geruhrt. Nach der Abreaktion des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Chlorbutan im Uber- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fiir 24 Stunden geruhrt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das unlosliche Polymergemisch aus verzweigten alr^a-(4,4-Dimethoxy-2-niemyl-2 

lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser gelost mit Salz- 
saure bis pH 2 angesaueit und fur 2 Stunden auf 90°C erhitzt. AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter \&- 
kuum abdestiUiert, die Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und 
filtriert Die Endgrappenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltrris von Butylzu Aldehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren Gemischverhaltnis von alpha-(-2-me- 
myl-2-oxy-butan-4-al)-omega^ zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen von 91 zu 

9 entspricht Bedingt durch die Vferzweigungen ist eine Molmassenbestimmung fiber Gelperaieationschromatographie 
mit Rtyethylenglykolstandards nur schlecht moglick Entscheidend ist jedoch, dass keine Hydroxyendgruppen nach- 
weisbar sind 

[0039] Das resultierende Polymergemisch kann Qber die freie Aldehydgruppe direkt an freie primare Aminogruppen 
(Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwilnschte \femetzung der Proteine zu verarsachen. 

Patentanspruche 

1. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevoizugt mindestens 90Gew.-% alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an Dihydroxy-Polyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

2. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an cH-aktivierten Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktivierten-omega-hydroxy-Po- 
lyoxyalkylenen und 04 bis 30 Gew,-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0,2 Gew.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspruch 1-3, erhaltlich nach einem \ferfahren gemaB Anspmch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus Initiatormolekfllen der allgemeinen Forme! 

R^CAHR^rDc 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oder aktivierbare Gruppe, X = O oderNR 3 undR 3 = H, AryloderQ bis drAlkyl, b = 0 bis 7 
unde= 1 bis 12, R 10 einebeliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgiuppe (X) aufweisen und gleichzeitig 
eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil 
ist, geschutzt ist, hergestellt werden. 

5. Gemische gemaB den vorangehenden Ansprflchen, dadurch gekennzeichnet, dass der mehrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schritten bestcht: 

1. Schritt: Oberfilhrung des Initiatormolekflls gemaB Anspruch 4 R*-<A)-((R 1( VXH) e ) in das entsprechende Initia- 
toramon R 4 -(A)-(R l0 )jX- (fiir e = 1) bzw. in das mitialoipolyanion R 4 -(A)-(R l6 ) j pnc (fur e > 1) 

2. Schritt: Aniomsche Polymerisation eines Alkyleooxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmolektil zu einem alpha-geschumen-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen. 
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H-Base 

*4 iA\ #ES10% 



R 4 -(AHR 10 )j{X-) a (fure>1) 

2. Schritt; Anionische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkyteooxiden mit dem Initiato- 
ranion als StartmolekQl zu einem alpha-geschutzten-omega-hydroxy-PblyoxyaJkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schQtzten-omega-polyhydroxy-Polyoxyalkylcn gcmSB folgenden Reaktionsgleichungen: * 
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3. Schritt* Veretherung der im Schritt 2 entstehenden omega-Hydroxygruppeo des alpha-geschOtzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen mit einem Alkylierungsreagens. 

4. Schrittt Abspaltung der Schutzgruppe On des alpha-geschOtzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylens bzw. des al- 
pha-geschulzten-omega-poly-alkoxy-Polyoxyalkylens zur Freisetzung der aktivierten Gruppe oder aktivierbaren 
Gruppe (A) des urapriinglichen ImtiatormolekUls. 

6. Gemische gemaB den AnsprQchen 2 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen mehrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoacetalen oder Hydroxy- oder Aminothioacetalen gemaB folgender allgemeiner Formel als 
Initiatormolekul hergestellt werden. 

r-z 

R 8 -C-RMXH) e ^ R®^C-R 7 -(XH)e 

R 8 z X z / 

R 8 = CibisC 18 -Alkyl 

R 6 = H oder Ci bis Cia-Alkyl 

R 7 = eine beliebige lineare oder verzweigte Koblenwasserstofikette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 nritR 3 = H, Aryl oder d bis C 12 -Alkyl 20 
Z = O oder S, R 9 = Ci bis C l2 -Alkenylrest und e == 1 bis 12. 

7. Gemische nach Anspruch 2-6, dadurch gekennzeichnet, dass die aktivierte Gruppe eine Aldehyd- oder Keto- 
gruppe ist. 

8. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene InitiatormolekOl eine 
einfach geschiitzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darsteUt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingungen 25 
stabil ist, jedoch unter sauren oder hydrierenden Reakliombedingungen in Schritt 4 leicht gespalten weiden kann. 

9. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
IniUatormolekul eine der folgenden allgemeinen Strukturformeln aufweist. 

R 4 -0-(CH2CH a 0) d H R'-O-CHr-CtCHjOH), 
R 4 -O-CH 2 -CR 11 (CH 2 0H) 2 R 4 -O-CHHCH0H) a ^H 2 OH 
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HOCHHCHOH)fCH-(CHOH) fl <CH20H) 
OR 4 

mit R 4 = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Triraethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2^Tetrahydopyranyl, 2-Utrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
^^yf^oxyniethyl, l-Ethoxy©tbyl, 1-Methyi-l-methoxyethyl, 1-Memyl-l-benzyloxyrnethyl, p-Methoxyben- 45 
zyl, Hialkylsilyl " " * 

undd = 0bis 6,a = 0 bis 8, f =0bis4, g = 0bis4undR u = d-Q-Alkyl. 

10. Gemische gemaB den vorangegangenen AnsprQchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkylen Poly- 
oxyethylen ist 

11. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylen- 50 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und GLycidoL mit einem Anteil von 

0. 1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

12. Gemische gemSB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die mittlere molare Masse 
der erfindungsgemaBen Gemische zwischen 1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 s/mol 
uegt " & 55 

1 3. Verfahren zur Hersteliung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen HersieUungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht* 

1. Schritt: tJberfuhrung des Iniliatormolekiils gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entsprechende Initiatoranion eemSB 
folgender Reaklionsgleichung 

a 4 « Base 60 

R 4 -(AMR 10 MXH). , ; — > R 4 -(AHR 10 MX-) («ire=1) 
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1. Polymerisation 

2. Neutralisation (*H*) 

R 4 -(A)-(R 10 )|(X")e + nCHr-CHR 1 ► 

\ / 
O 

R 4 -{ A)-(R 10 ) j XCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHR 1 ) n . 1 OH- (fur e=1 ) 

RMAJ-tR^jlXtCHjCHR^netOCHaCHR^^^OHJe (fur e>1 ) 

oder 

1 Polymerisation 

2. Neutralisation (+fT) 

RMAHR 10 )^* nCH2-CHR 1 + CHr-CHCH 2 OH ► 

\ / \ / 

o o 

R^AHR^iX^CHaCH^OJpCHaCHtOCHjCHR^^pOH 

CH2(OCH2CHR 1 ) m OH 

mit R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivieite oder aktivierbarc Gruppe, X = O 
oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Q bis Cir Alkyl, n = 5 bis 2000, R l = C x bis Ci2-Alky t oder H und in, p ganze Zab- 
len zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige lineare oder verzweigte Kohleowas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

3. Schritf: Veretherung der irn Schritt 2 entstehenden omega-Hydtoxygruppe des alpha-geschutzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit einem Alkylierungsreagens gemMB folgender 
Reaktionsglcichung 

1>Base 

2. +R»y /.v 

R^AJ-t^VCHaCHR^OCHzCHR^^OH- ~ ► 

R 4 -(A)-(R 10 ) J XCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHR 1 ) n . 1 OR 5 {f0re=1) 

bzw. 

V+Base 

R 4 -(A)^R 10 ) J (X(CH a CHR 1 ) 1te (OCH 2 CHR 1 ) (n . 1) , l ,OH)e ^ ^ — — ► 

^-(AJ^^JXtCHjCHR^i^OCHjCHR^^yeOR 9 ), (filr e>1) 

mit R s = Ci bis CirAlkyl und Y = Halogen oder S0 4 -R s 
n, e, A, R 4 , X, R 1 , R 10 haben die Bedeutunt ;en wie oben. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe (R7) des alrAa-geschtimeD-omega-alkoxy-Polyoxy alkylen zur Freisetzung 
der aktivierten oder aktivierbaren Gruppe (A) des ursprungUchen Mtiatormolekuls. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dass das Alkyienoxid Ethylenoxid ist 

15. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylenoxiden ein Ge- 
misch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 0.1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatormolekul ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aminotbioacetal gemafi einer der folgenden allgemeinen Fbrmeln ist 
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R'Z 

R^R^XH) e R^RMXHJe 

R 8 Z \ z / 

R 8 = Cibis Cis-Alkyl 
R 6 = H oder Ci bis C 1R -Alkyl 

R 7 = cine beliebige linearc oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette rait 1 bis 12 C-Atomen an dencn XH-Reste ee 
bunden sind, X = O oder NR mit R = H T Aryl oder Ci bis Cn-Alkyl 
Z=OoderS 
R 9 = Ci bis Cu-AIkenylrost 
und e = 1 bis 12. 

17. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurcb gekennzeichnet, dass das beschriebene Initiatormolekul eine 
einfach geschfltzte Di- oder Pblyhydroxyverbindungen darstellt, dereo Schutzgruppe unter alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatormolekul eine der folgenden allgemei- 
nen Strukturfonneln aufweist 6 
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R 4 -0- (CH 2 CH 2 0) d H R 4 -O^H2-C{CH 2 OH) 3 



R^^O-CHr-CR^VCH^Hh R 4 -0-CHHCHOH) a -CH 2 OH 



HOCHHCHOH)r<;H-(CHOH) fl (CH 2 OH) 
OR 4 
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mit R = Benzyl tert-Butyl, Thphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl TKmethoxybenzyl Di-me- 35 
thoxybenzyl, 2.Tetrahydopyranyl, 2.Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
^ md^JT^ 1-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-methoxyethyl 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 

undd = 0bis 6,a = 0bis8,f=Obis4,g = Obis4undR n = C 1 -C 6 -Alkyl. 

19 Gemische aus einfach aktivierten oder einfach aktivierbaren Polyoxyalkylenen mit nicht aktivierten und nicfat 40 
akhvieibaren Polyoxyalkylenen gemaB Anspruch 1 bis 12, erbaltlich nach dem Verfahren der Anspriiche 13 bis 18 

20. Verwendiing der Gemische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthalten gemaB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, l\ 
10, 11 12 und 19 zur chennschen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und biologisch aktiven Molekulen. 

21. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enthalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 

10, 11, 12 und 19 zur HersteUung von Gemischen aus spezifisch einfach aktivierten Polyoxyalkylenen die zur che- 45 
mischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekiilen eingesetzt werden 
konnen. " 
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